4 
2۲ ۱ 61616۵ ۲0۵۵0 ۲۱۳2۳27 
اوصمل حهعو۸۵] 


کعهصنا. [تاوگز//:عص :۲۱۵۵۵۵2۵6 


۸ 166210 
663-3 ۳۰ و2023 .210[-,66(] و5 ۷0۰ و19 ,۲۷۵۱ 


1-۷۷6 0۲۵۱6۱۱1۵1۱۵ 011/0۳616 طا ما۵0 0۲ ۳۳۵0۵0۵0 عظ) مصنمم۱۸۵] 
۵۵۵ 2۱۱0۵ مامه ۱۱۱۵ 0 م0)و جوم معط مصتعصف هط 


هام6 ۱ ۳ مضه ,۷۲۵ رتطعهل۷۱۵ سول :7 


رعط6عصعص گه هام۲ رعصاه‌عمتومط لدمتصعط ۵۶ )ممحصانهم۱۳۵ ,۲۲۵۱6950۲5 ع/002ووظ هه ]صع0نا .۲۲ -3 هه 2 ,1 
۰ ,1۲21 ,۱۷۲۸90۳۵ رهططفه ۵۶ بالویمب نا تدامل۴۵۲ 
(۱۱.۵26.1 ۵ ۵02۷1 :اتمحط عمطانخ مصت‌طممومتمن -۶) 


۲۱۵۲۲ 0 066 ۱ ۰ 


فطا عصلفمع:0ظ1 ,(2023) با رتعهومن ی رها ب۱۷]2802۷1 وخ م۱۷۵۵ ۱0۲۱21 2202.10.02 :16661۷7۰ 
عط عصتعصق با 10-۷۷-96 ممزاه۲می 0۱۵۳۵1۱۵ صا فتمصهاهتهه ۵۶ دمتامتا2۳0 05 :/16۷1:6 
۵ 66۱۵6۵ ۳۵۵4 ۲۳۵۵۵۵ .8مهمصصمهاما دای هه فتصمتتابه ۵ حمتاحاجمء‌صهم 7 :۸60۵0 


209]201(۰ حافنامطظ زب صقتو۲۵ (1) ,663-673 و( 9)6‏ ,0۱0۵1 656۵6 16601710108 ۰ 2022.11.30 :عصنلم0 عاحاهاته خر 
9 3 1022067/15 /009://101.012 


۱۱۱۱۸۹۱ 

68 .۱۵۲0۵۵1226 مه فاصفام ها ۵۶000660 مج فهصنامم‌جومم مففظ1. بطعلقعط صقصصبیط هم قمع رصفجظ ع2۲ظ ف8تمصمامته 
۷۵۲ 210۷7 ۱6۵۲0۵18226 م1 رطمتاصعااه طمننصط ۲۵۵۵۲۷۵۵ فقط 0:/۵۲۵/۲۵) قح طمیاه ممعلههمعنمه رم و1مصماهعهه ۵ ممتامدتارم 
0 ۷۷۵5 ۲۵۹62۲0۲ وتط) ۵۶ حصتح م1 .05صه۱ ماطاهته-صمط صا ماصهام صقطا مله؟ عافد مسجط چ 26 0صه (رطمعوعو معط 0۶ ووعلتهعع؟) ۲0۲۵0 
معط ط مهعلدهعنمه که حصیاتل‌مصظ ط97مع فط) صا (قیامممطامومصام صرح صمعمتانص) فاصعتانه ۵۶ فحمتاحاجهعومع فطا ممتصتامه 
ممطمصمد۵ دا ۵۶ امعه مط رفصمتانصمن ماه 2۵0تصصتاون مط نک اصمنجم ول1مممامتق عص2تصت‌هصه ۵ عتامعزم00 
۰ ۷/۵8 10-۷۷-96 5۵۲۵10۵04 6۱۱/۵۲۵۱۱۵ عصلودها و10مصمامعده ۵۶ ممتام 2۳00 


65 20 واهت۵) ۱۷۲۵۸ 

:2 280 10 25000 ۵۶ 0۷تفصعاصا )وتا طازه صیاعصه همع 011ظ ما 0۷20۵0تان وه۷7 10-۷۷-96 مه0۱ا۵۲۵ک عماج 
۵ ۱۳۵۵۵ .02006 مایق ۷۵۱ 69۵ مصتمتماوم صب 0.5 ۵۶ سمل عنح 0عووفمتم‌من ال 0متاممناو 8 :16 ۵ ماه م0 
0مح (<ناع 0.16 ,0.04 ,0.01) عفقطومطم ۵۶ فهمتلحاجع‌عومن معط 0صق (< نام 1.5 ,0.25 ,0.04) متفه ۵۶ محمتاحتاصهعجم 
معط ۵۶ واناوع۲ مطا 24 مه وه روتوم لقامصتممره لهتماع12 الا 0عتنافجعصه مه صمتاهاجهعممم ‏ 10مصمامتوم 
۵ 6/ ومد هه ماهتانه 0۶ فهمتاهاممع608 ]قعه فطع روالحصت! ,(21.01.1 ۷۵۲۰) )ت۱۷ عصتویا 2۵0 لمصه مع۱ فصمصصتهمرم 
۵ (00۳0 12 220 10 رد.7 ,5 ,2.5 ,0) 2010 2660 مصعلهطاطمهد مصمتاه‌اجهعجمه عقطا اج مه بممتام‌نمتم فاصمصصهنم 10۲ مدمه 
,0۲۵10۵ ۰ 0۶ اطعزه7 ول مطا مصتتاعحمجط برظ بعمتام‌نال ۳۵ج فاصعطصعژم ۵ ]6۴۲۵6 فا کامعطان هه صناتل‌عمطر معتآنت فطل 6۵ 20060 
۵ مامعصونم مطا گم ممتااجوعومه فطا رکصمت امد ده وصمصصعنم عطا عصتامهانه ماه .ماع ۷۷2۵ ۲2۸6 طاامتع فا 
200 )۱۱۵ 0۶ اصنامصصع مط) عصتتتافهمجظ رها ماع 


1691105 20 ۵ 
[17 ۲ 

۶ صحمصصح ماحانه اه مادعا عمط ما 0عاقاع؟ ۷۵۵ )له بل مه صنامصصه ]ومطونط مط عقطا 0760و فالنافع: مفط 1 
عط وه امعلمعوعل امط موه )آناوع ون ,طاسمع مر عمفعتعع0 ۵ 0عمیمع عصتامصصح منطا صقط عوعاً فصح عم ماقائه 200 رگ نآ ع 0.25 
معط 0ععمعمصز؟ بآ ع 0.25 ۱0 1.5 دم حمتامنالع معا .عمتاحاجععومی متقطمومطن الق م10 من مدب 0صه علقطم‌فمطم ۵۶ اصنمصه 
متفه که ممتانلع ,هنهه ۱0 .ام 1:6 0عطمهع < نا ۵ 0.88 0۲ اطعنه بل معط تقطا مد ,مگ81.8 ما نا مقعلهمعنصه کم طاا0زع 


0 عمتاطاتتتاظ عحمحصصصم 0۵2۷۵ تملصا 0مباطاتتاوتل مامتاته ووعععه مهورم صه و1 فتط1. .(۲)8مطاناه 1 6۵2023 
ح منا ۳۵۵۲00۲ صرح صمت)باحاتاعتل رحمتاهامرم20 رعصتحطه رمویا فاتصهم طمتط ,(4:0 5۷ 0۵) عوصعمنا لمصمتاهصمام] 
۰ 36 20 (۲)8مطبيه تقصتعتره مطا ما غتعه ماقتامم۲ممه ع7لع ۷۵ ق2 ععم1 قه رقم بو متاتمطظ رد2 ِ 
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۴ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۰٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


66۵۵ فا از رعاه طا همع هه عطا عقعع ما معلتن م1 .65,696 وه طعنع بل عطا 60جهع07ع0 < ۲ ع 0.04 ۱0 0.25 ۲0 
ماه لمع ۵۶ ممتاهاصممصمه ماقلا20(010۵ ظ) مصتصصعاع ما 


1٩۳۹ 

608660201014 مهعالط 0 68991۷6 معط ۳1 060۲6286 )8۵ 10 ممامنا0م0۳۵ اصمحعژ فط) «لجم ۵1 باطهته ول مطا ملتلمنا 
انم 0۶ انامه تام نموه ما ۳ اصممطوعه مطه مه ۲۵1260 قه ممتامنل0۲00 صمصصروتم ۵ اصنامحصصيه مامت رقم ما مقلچ تاه 
نع 0۲1.5 «متتمطمععممی معط ما تعطع‌نط موه متمصمامم ۵۶ ممناحتامععصمع فطل ,عصتهاهاه مالناععء عطا هم 32860 ,صمتاحتاصهعجمی 
(* ۲ ع 6۰7) متقطمومطم که نا ع 0.04 220 علقانط ۵۶ 

اصحع‌اکنصونه مط فقط حمتلمجععومی متقطمومطم مطا عصتعصقطل بر نا ع 0.04) «م1 توعب موه صمتاحتاصععجمی عاعتانط فطل معط ۱۷۷ 
صز معصقطه ب(< با ع 1.5) طعنط موه همتتقصععممی عاقطنه عطا معطنه دام .عاصعصصعنم عمط ۵۶ تجح ۵۶ ماه ممتاعنمم عطا هم اعع]ه 
1 ۳0۴ طمتاجاصهمصهه متقطامومطام ۵۶ وفهعععص1 فظ1. بعمتاح‌تامهعومم فاصعصصع1م صاً معصعطاه ۵ 0عوینهه طمتامتاجهعهم فعقطام‌ومدام 
6 ها «متامتاصععومی عنقطمومطام عصتعمع ما ,منم 0۲ :165-1010 ما «متاحاجععومی متمصمامتعی عط 0عووعتعص؟ بآ ع 0,04 1۵ 
مجععصم فاحعصصعنم عطا امه امه 100 بآ 2 

1 ۷/29 20061 عمط هه وع0)ع12 مطا ۵۶ 611601 6ظ) 26 180162060 ۷219۵>0.05-ظ مظ) رعلوواقصه لمعتادتاهاه عظ) جه ۳860 
۵ 3 0 200640 ۷/2۵ 2010 26606 ۱2000021680 رولتمصمام هه 0۶ ممنام 0۲00 مط وفهعععض1 م) 01۳06۲ 1 رطمتاهتتا1ه ونط 1[ 
5 0 عمتاهتاصوعوهن فص یتمه متاعع2 مصملقطاطامهه ۵۶ صوص 2.5 ۵۶ ممتاح‌صهعومم تقصصتامون فص کح .صصناتل‌مصه معنقاته 
له بل وه موه اصم‌تانصعژه مط فقط مصمصیمطم وم مهم .۶ را هم 8.49 0عطمفع؟ 0ص 26.716 رها 20762960 


00 

عاحتاتص) فطمتاهتاهمصمه واصماناه 0۶ مماه2تصتاوه طمبامعط 260تصصجمصه وه ۵زنامم مهعلهممنمط مملوها متام‌نط 0۳0 10مصم)متعت) 
صصتامه 2 ولتممم)متهی ۵ ممتانم0۳00 معط مق2عمصا من 4اه وممممص‌مطمه تجطاظ مصصتالممط ط بصع فطع طاً (رماقطم‌ومطم 20 
0( 


اممعز ,مامطامومدط رمتمتاا رمه۵۳۵0۵: 2 16۲۱۷۵۸۵۵۵۹۰ 


8 نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 


کع یا . زتاوگز//:99) 


لد ۱٩‏ ساره آق- دی ۱۳۳۷ ۲-۶۷۲عع 


افزایش تولید کاروتنوئیدهای ریزجلبک کلرلا با استفاده از تغییر غلظت مواد مغذی و 


فیتوهورمون 


زهره نوروزی مطلق ۱- محمود اخوان مهدوی (7- رضا قشلاقی" 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۱/۰۷/۱۰ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۱/۰۹/۰۶ 


چکیده 

کاروتنوئیدها اثرات فراوانی بر روی سلامتی انسان دارند. این ترکیبات توسط گیاهان و ریزجلبک‌ها تولید می‌شوند. امروزه استخراج کاروتنوتیدها از ریزجلبک‌های 
خوراکی همچون کلرّلا بسیار مورد توجه قرار گرفته است زیرا ریزجلبک‌ها در تمام سال (بدون توجه به فصل) و با سرعتی بسیار بیش‌تر از گیاهان در زمین‌های غیر 
زراعی رشد می‌کنند. هدف از این پژوهش ارایه روشی برای افزايش تولید کاروتنوئیدهای ریزجلبک کلرلا سروکینینا است. برای این منظور» اثر غلظت‌های متفاوت 
از دو ماده مغذی نیترات سدیم به‌عنوان منبع نیترات و دی پتاسیم هیدروژن فسفات به‌عنوان منبع فسفات بر روی میزان تولید کاروتنوئیدها به صورت آماری بررسی 
شد. برای بررسی اثر غلظت‌های مختلف نیترات و فسفات از طرح کاملا" تصادفی آزمایش فاکتوریل و نرم‌افزار «نط۷61 استفاده شد که در آن سطوح غلظت در 
نظرگرفته شده برای نیترات برابر * 1 8 ۰۰/۰۴ ۰/۲۵ و ۱/۵ و برای فسفات برابر * نع ۰۰/۰۱ ۰/۰۴ و ۰/۱۶ بود. نتایج نشان داد که در غلظت * نا ع ۱/۵ از 
نیترات و * 1 8 ۰/۰۴ از فسفات غلظت کاروتنوئیدها بیشینه است (* 1 582 ۰/۲۱ + ۶/۷۵). در این شرایطء جهت افزایش تولید کاروتنوئیدهاء به محیط کشت 
فیتوهورمون نفتالن استیک اسید اضافه شد. در غلظت بپینه 0010 ۲/۵ از نفتالن استیک اسید غلظت کاروتنوئیدها ۲۶/۷۱ ۸ افزايش یافت و به مقدار * ب1 108 


۵ + ۸/۳۹ رسید. 
واژه‌های کلیدی: رنگدانهه سروکینیانا. فسفات» نیترات 


مقدمه 

کاروتنوئیدها از جمله رنگدانه‌هایی هستند که توسط گیاهان و 
ریزجلبک‌ها تولید می‌شوند. کاروتنوئیدها شامل دو گروه اصلی کاروتن‌ها 
و زانتوفیل‌ها هستند (2018 ,نک 200 ح29۷2ط/62). کاروتنوئیدهایی 
مانند لوتئین و زآزانتین می‌توانند با جذب طول موج‌های خاصی از نور 
به محافظت از چشم‌ها کمک کنند و -کاروتن می‌تواند به ویتامین ۸ 
تبدیل شود. به‌طور کلی کاروتنوئیدها کارایی قوی در از بین بردن گونه 
های فعال اکسیژن را دارند و می‌توانند از سلول‌ها در برابر آسیب‌های 
ناشی از اشعه‌ی 17۷ و آفتاب سوختگی محافظت کنند ( ۷1۵9۷7۵2۵ 


2 ,زم۲م صیتقصها اه ع2۵] ۷( 8مه). آن‌ها همچنین سیستم ایمنی 
بدن را تقویت می‌کنند (2022 ,.۸7 6 027280) و باعث جلوگیری از 
ابتلا به سرطانء دیابت و بیماری‌های قلبی می‌شوند ( ,./4 61 ۱۵۳۵ 
0 اگرچه که گیاهان حاوی کاروتنوئیدها هستند اما جالب 
اینجاست که رنگدانه‌ها در ریزجلبک‌ها می‌توانند در غلظت‌های بالاتری 
نسبت به گیاهان تولید شوند. مثلا" میزان 8-کاروتن ریزجلبک 
۵ حدود ۱۰۰برابر بیش‌تر از هویج است ( ,.۸1 6 ۱۷/0۳۵ 
0 علاوه بر اين ریزجلبک‌ها نرخ رشد بسیار بالاتری نسبت به 
گیاهان دارند برای منال »0/0761 با ظرفیت بالای فتوسنتز قادر 


۱ ۲ و ۳- به‌ترتیب دانشجوی دکتری و دانشیاران گروه مهندسی شیمی, دانشکده مهندسی. دانشگاه فردوسی مشهد. مشهد ایران 


( *- نویسنده مسئول: ط ,نا ۵ 012۷ فص :اتقص) 
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۶۶۶ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۰۵ آذر-دی ۱۴۰۲ 


است زیست توده سلولی خود را در کم‌تر از یک روز دو برابر کرده و با 
سرعتی صد برابر بیش ‌تر از گیاهان رد کند ( 20124 و6 6 لاح 
58 ,./۸ 61 91115111). ریزجلبک‌ها در کل سال (بدون توجه به فصل) 
و در زمین‌های غیر زراعی قابل کشت هستند ( 2040 1۷28۳/222 
2 ,توص تدصهااناتعع ۰۷20 از طرفی در مدت زمان مشخص» 
برای تولید یک تن توده زیستی ریزجلبک نسبت به تولید یک تن گیاه 
مساحت کم‌تری لازم است (2013 ,.01 61 .)٩1۳0108۵10‏ بعلاوه توانایی 
رشد ریزجلبک‌ها در آب‌های شور و شیرین و فاضلاب ( 6 حدب10 
2032 ب.601) باعث شده تا نه تنها در مصرف آب آشامیدنی صرفه‌جویی 
گردد بلکه تصفیه فاضلاب با رشد ریزجلبک امکان‌پذیر شود. تمام این 
عوامل باعث شده تا محبوبیت تولید رنگدانه‌ها از ریزجلبک‌ها افزايش 
یابد. 

از دیگر مزایای استفاده از رنگدانه ریزجلبک‌ها این است که می‌توان 
شرایط محیط کشت ریزجلیک (نور دماء میزان مواد مغذی) را طوری 
تغییر داد که میزان سنتز رنگدانهها و به‌طور خاص کاروتنوئیدها افزایش 
پابد (2012 ,./ 6۶ 2 :2011 .7 21 [۳۵). نیترات و فسفات از جمله 
رنگدانه‌ها دارند. پژوهشگران سعی کردند تا با تغییر میزان نیترات و یا 
انجام شد با افزايش غلظت نیترات و فسفات به ترتیب تا ۲7 ۱۷۶۶ 
و ۲۷ ۷۶/۲ میزان تولید کلروفیل, لوتئین» وبولازانتین و -کاروتن 
تولید شده توسط 16170:0106 افزایش یافت ( 167 ۱۷0۵165-0007 
1 ,.4 6). به‌طور مشابه افزایش نیترات از صفر تا * / ۳8 ۷۲ 
نیز باعث افزايش کلروفیل 2» کلروفیل 0 و کاروتنوئیدهای کاوون06۳:] 
۵ شد (2020 ,.۵ ۶1 ۰220110۳06۲ دو برابر شدن فسفات 
میزان تولید کلروفیل و کاروتنوئیدهای 161705617115 را به‌ترتیب ۱/۴۴ 
و ۲/۶ برابر افزایش داد (2017 ,.۸1 6۶ 1(2101121). در پژوهش دیگری 
افزايش نیترات از ۰ تا ]101۷ ۳۰ و فسفات از ۰ تا ۲03۷ ۵ باعث افزایش 
شدید کلروفیل ۱655167 ۵۲۵/16 شد (2020 ,.۵1 61 0۲652 
در پژوهشی که در سال ۲۰۱۹ انجام شد. مشاهده شد که کاهش میزان 
نیترات و فسفات در محیط کشت 164 وذوز:1:001 میزان تولید 
کلروفیل ۸ کلروفیل > و فوکوزانتین را به شدت کاهش می‌دهد 
(2019 .1 ۶1 عظ۳]2). به‌طور مشابه کاهش نیترات باعث شد تا 
میزان کلروفیل 56676065775 از ۷/۷۱ به * نا هیر ۲/۶۹ و میزان 
کارتنوئیدها از ۱/۳ به * نا هیر ۰/۶۱ کاهش یابد ( ,.41 6 ۵62 
14+ علاوه بر تغییر غلظت مواد مغذی» دیده شده است که 
فیتوهورمون‌ها نیز اثر مثبت بر سنتز رنگدانه‌ها می‌گذارند. در پژوهشی 
که بر روی ۲6۱۱۵۳1 07007۱0۳۵5/:) انجام شد مشاهده شد 
که غلظت‌های بسیار کم (کم‌تر از 0۳17 ۱) فیتوهورمون‌های ایندول 


استیک اسید. جیبرلیک اسید و کینتین باعث افزایش تولید رنگدانه‌ها 
شد (2013 ,.۸1 2 ۳۵۲). در پژوهش مشابهی سنتز کلروفیل در 
ریزجلبک 5667602577105 با افزودن ایندول استیک اسید ۲۰ افزایش 
یافت (2018 ,.۸1 61 1220). همچنین در حضور ایندول استیک اسید و 
ایندول بوتیریک اسید و کینتین تولید کلروفیل ۵ کلروفیل ۲ و 
زانتوفیل‌ها توسط واه :۸۳/0۵ افزایش بافت 
(2018 ,.۵1 6 ۳۱۵00۱/51۵2-102(00۲۷۵). در پژوهش دیگری» - 
کاروتن ریزجلبک 50/170 ۵/6116( در حضور مایو اینوسیتول و 
آبسزیک اسید به‌ترتیب 4۵۸ و ۷۹ افزايش یافت (2019 .41 61 1۷). 

هدف از انجام این پژوهش افزایش تولید کاروتنوئیدهای ریزجلبک 
فیتوهورمون (نفتالن استیک اسید) بود. برای این منظور ریزجلبک 
۵ زکلرلا) به علت دارا بودن انواع مختلفی از کاروتنوئیدها 
شامل آستازانتین. ویولازانتین» زآزانتین» لوتئین و ۵-کاروتن 
(2018 بتک 4صح حصهتعحطادع)» انتخاب شد. کرلا قادر به کاهش 
سطح کلسترول و کاهش فشار خون است ( ۱02-1۷۲:0061ع۳۵۵12 
35 و امروزه به عنوان مکمل غذایی سالم در بسیاری از کشورها 
مانند چین» ژاپن اروپا و ایالات متحده استفاده می‌شود (-02ع۳۵0۱1۸ 
افزودن فیتوهورمون بر روی رشد و تولید رنگدانه‌های ریزجلبک خوراکی 
۵۸ 1۱/07۵1/#0) بررسی شد. تا به حال آثر هورمون و تغییر 
مواد مغذی به‌طور همزمان بر روی یک ریزجلبک بررسی نشده است. 
برای این منظور ابتدا غلظت بهینه فسفات و نیترات جهت تولید حداکثر 
کلروفیل و کاروتنوئیدها تعیین شد و سپس در غلظت بهینه‌ی بدست 
آمده اثر غلظت‌های مختلف از فیتوهورمون نفتالن استیک اسید بر روی 


میزان تولید کلروفیل و کاروتنوئیدها بررسی شد. 


مواد و روش‌ها 
کشت ریزجلیک 

ریزجلیک 10-۷۷-96 منهذ ورقآههو »0/07۵1 که از فاضلاب 
تصفیه خانه پرکندآباد مشهد خالص‌سازی شده است و با شماره‌ی 
دسترسی ۷1۳459965.1 در پایگاه ۱031 ثبت شده است در این 
پژوهش مورد استفاده قرار گرفت. برای کشت ریزجلبک کلرل از محیط 
کشت 30111 استفاده شد. کشت در یک بطری ۱ لیتری (با حجم 
کاری۷۵۰ میلیلیتر) با چگالی نوری (019) اولیه ۰/۰۷۵ (در طول موج 
۰ نانومتر)؛ انجام شد. بطری حاوی ریزجلبک درون شیکر انکوباتور 
با دمای ۱ * ۲۵ سانتی‌گراد قرار داده شد. برای نوردهی کشت در داخل 
شیکر انکوباتور از ما1 سفید با شدت نور ۲۵۰۰۰ لوکس (تایوان. 
«متاآ ۸-1108 با چرخه روشنایی: تاریکی ۸:۱۶ استفاده شد. 


نوروزی مطلق و همکاران. افزایش تولید کاروتنوئیدهای ریزجلبک کلرلا با استفاده از تغیبر غلظت مواد مغذی و فیتوهورمون ۰ ۶۶۷ 


جریان هوای فشرده به میزان ۲۷۲۲۰ ۰/۵ حاوی ۶ حجمی دی‌اکسید 
کربن» پس از عبور از فیلتر ۱1 ۰/۲۳ وارد بطری حاوی ریزجلبک شد. 
در انتهای فاز لگاریتمی وزن خشک ریزجلبک و میزان تولید رنگدانه آن 


اندازه‌گیری شد. 


طراحی آزمایش‌ها 

در تمام آزمایشات» همه مواد به جز ۱12(10 (منبع نیتروژن) و 
1۲1۳0 (منبع فسفر) غلظت یکسانی داشتند. اما غلظت نیترات و 
فسفات متغیر بود. تمام غلظت‌ها بر اساس پیش آزمایش‌ها و 
محدودیت‌های کشت انتخاب شدند. برای بررسی اثر غلظت‌های 
مختلف از طرح کامللا " تصادفی آزمایش فاکتوریل و نرم‌افزار طمانع/ 
(ویرایش 21.1.0) استفاده شد. سطوح در نظرگرفته شده برای متغیرها 
(غلظت نیترات و فسفات) در هر آزمایش در جدول ۱ نشان داده شده 
است. آزمایشات ذو بار تکرار شدند. 


جدول ۱- سطوح در نظرگرفته شده برای غلظت نیترات و فسفات در 
آز مایش‌های انجام شده 
0 ۴۱0۲۵۲6 ۲۳6 10۲ ولع۱6۲ 10060عصمع 1۳06 -1 12016 
۸ ۲۱6ص امعم م6 هصامرومصام 
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غلظت فیتوهورمون 


برای بررسی اثر فیتوهورمون بر رشد و تولید رنگدانه از فیتوهورمون 
نفتالن استیک اسید استفاده شد. محیط کشت 3011 تهیه شد و سپس 
به آن نفتالن استیک اسید اضافه شد. به‌طوری‌که غلظت نهایی 
فیتوهورمون در محیط کشت برابر » ۲/۵ ۵ ۸۷/۵ ۱۰ و 00150 ۱۲ بود. 


روش‌های آنالیز 
تعیین وزن خشک 

در پایان مرحله رشد جهت اندازه‌گیری میزان زیست‌توده» ۱۵۰ 
میلی‌لیتر محلول ریزجلبک به فالکون‌های ۱۵ میلی‌لیتری منتقل و به 


مدت ۱۰ دقیقه با دور 1010 ۴۳۰۰ سانتریفوژ شد. مایع شفاف رویی جدا 


شد و زیست‌توده باقی مانده دوبار با آب مقطر شستشو داده شد. سپس 
زیست‌توده‌‌ی مرطوب» جهت تعیین وزن خشک به مدت ۲۳ ساعت 
درون آون با دمای ۳۵ درجه قرار داده شند. پس از خشک شدن ژیست 


تودهه وزن آن با ترازو اندازه‌گیری شد. 


آنالیز رنگدانه‌ها 
برای آنالیز رنگدانه‌های کلرلا (کلروفیل ۸ کلروفیل ۲ و 
کارتنوئیدها» از روش جورج و همکاران با اندکی اصلاح استفاده شد 
(2014 .1 61 60786)). به میزان باحط ۱ نمونه از محیط کشت حاوی 
ریزجلبک برداشته شد و بعد از ۵ دقیقه سانتریفیوژ با دور ۲0۳0 ۰۱۰۰۰۰ 
مایع رویی جدا شد و با سل ۱ متانول جایگزین شد. پس از ورتکس 
شدنء در تاریکی و دمای ۴۵ درجه سانتی گراد به مدت ۳ ساعت قرار 
داده شد. پس از آن» زیست‌توده به مدت ۵ دقيقه با دور ۲0۳0 ۱۰۰۰۰ 
سانتریفیوژ شد. جذب محلول بالایی نمونه در طول موج‌های ۶۶۵ ۶۵۲ 
و ۴۷۰ نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر (آمریکاه 1701602100 - 17۷ 
20 اندازه‌گیری شد. غلظت رنگدانه‌ها توسط معادلات ۱ تا ۳ 
محاسبه شد (1987 ,167مطاصعاطعن). 
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اثر نیترات و فسفات بر رشد 

رشد ریزجلبک‌ها به شدت وابسته به غلظت نیترات و فسفات در 
محیط کشت است. در این پژوهش, میزان تغییرات رشد ریزجلیک با در 
نظر گرفتن غلظت‌های متفاوتی از نیترات و فسفات بررسی شد. نتایج 
حاصل از این آزمایشات در شکل ۱ نشان داده شده است. بیش‌ترین 
مقدار رشد در شرایط * 21 ۰/۲۵ نیترات و *17 ۰/۰۴ فسفات 
بدست آمد که برابر با * نا ع ۰/۰۶ + ۱/۶۰ است. با توجه به نتایج 
بدست آمده هنگامی که غلظت نیترات بسیار کم ( 8171 ۰/۰۴) است» 
تغییر غلظت فسفات اثری بر روی میزان رشد ندارد. با افزايش غلظت 
نیترات تا 1 ۰/۲۵ افزايش فسفات از 81 ۰/۰۱ به 
77 ۰/۰۴ باعث افزایش غلظت زیست‌توده از * نع ۰/۷۶ ۱/۰۴ 
به * 1 ع ۰/۰۶ + ۱/۶۰ شد اما افزایش بیش‌تر فسفات تا * 1 ع ۰/۱۶ 
اثر چشمگیری بر روی رشد ندارد. هنگامی که نیترات در بالاترین میزان 
خود بود (* 1 ع ۱/۵ افزایش فسفات از * با ع ۱۰/۰۱ 217 ۰/۰۴ 


۶۶۸ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران. حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


باعث کاهش رشد شد. بنابراین غلظت مناسب فسفات وابسته به غاظت 
نیترات است. در پژوهشی که بر روی ۲68۵۷/۵۲۶ 00۳۵110 انحام 
شد. مشاهده شد که در شرایط کمبود نیترات» افزودن فسفات به محیط 
می‌تواند میزان رشد را افزایش دهد (2017 .۵1 6 ا۳). 

به‌طور کلی بیش‌ترین میزان رشد مربوط به آزمایشاتی است که 
میزان نیترات آن‌ها * نات ۰/۲۵ است و نیترات بیش‌تر و کم‌تر از این 
مقدار باعث کاهش رشد شد. این نتیجه وابسته به میزان فسفات نیست 
و برای تمام غلظت‌های فسفات صادق است. برای مثال با مقایسه‌ی 
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نتایج آزمایشاتی که میزان فسفات آن‌ها *.1ع ۰/۰۴ است و فقط 
نیترات آن‌ها متفاوت است (آزمایش‌های ۸۲ ۵ و ۸ کاهش نیترات از 
7 ۱/۵به *اع ۰/۲۵ باعث افزايش رشد ریزجلبک تا ۸۱/۸ 
شد. به‌طوری که غلظت زیست‌توده از * 1 ۵ ۰/۰۲ + ۰/۸۸ به * 81 
۶ + ۱/۶۰ رسید. اما کاهش بیش‌تر نیترات از * نع ۰/۲۵ تا 
۴ ۰/۰۴ باعث کاهش رشد به میزان ۶۵/۶ / شد. برای رسیدن 
به حداکثر میزان رشد لازم است که غلظت مناسب از هر کدام از مواد 
مغذی تعیین شوند (2013 .۵1 ۶ ۵۳1۵16520 ۷). 


(اع) ممصواجهصهی حعمنوه:ظ 
توده (بآاه) 
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شکل ۱- اثر غلظت‌های متفاوت نیترات و فسفات بر روی غلظت زیست توده کلرلا 
نیترات و ۳ فسفات است. اعداد غلظت‌ها را نشان می‌دهند. براساس آزمون توکی ننایج با حروف یکسان تفاوت معنادار ندارند. 
۸ 0 مصمتاهصهعصه ععقصمتها معط چم مافامومدام 20 ع)ع اه که مصمتاح‌طصمعصی اص تنل اه 611601 1۳6 -1 ۲۱۵۰ 
۰ )طهم1تصرمنو ام میع وعمتاماً مصقه مطا ۳/16 وعاتاوع؟ م1 ,فصمتاعتاصهعصمی فطع #«محی وتم‌جامصتنه م۲ ,عقطامومطام ظ فصج مفهعتط پا 


مطالعات گذشته نیز اين نتایج را تأیید می‌کنند. افزودن مقدار جزئی 
نیترات به محیط کشت ٩0.‏ :5200111 باعث افزايش ۴۴ 
درصدی غلظت زیست‌توده شد. در صورتی که افزودن مقدار زیاد نیترات 
بی‌فایده بود و باعث افزایش بیش‌تر غلظت زیست‌توده نشد ( ,./4 61 1ا 
0 در پژوهش دیگری» میزان رشد 0.۷۷۵۲۶ با خوراک‌دهی 
7 ۰/۱۳ نیترات» حدود ۸۴۶ افزایش یافت ( ,۸ 6 02هاز۱ 
2 افزایش فسفات از 21-1 ۰/۰۲۲ تا 61-1 ۰/۴۴۴ باعث 
افزايش رشد ۳۵ 0706066/5 شد ( طموطاحطموع‌صهنن؟ 
2 افزايش فسفات از ۰ تا ۷( ۵۲/۵ نیز باعث افزايش غلظت 
زیست‌توده 5۱1۵۲۲۵۲۱۵۲۸5 110700:05 شد. اما افزایش بیش‌تر فسفات 


تا ۲ ۱۷۵ دیگر باعث بالارفتن غلظت زیست‌توده نشد (-160710 
6 ,2عظ۵) هه عتع00100)). 


اثر نیترات و فسفات بر غلظت رنگدانه‌ها 

نیترات و فسفات از جمله مواد مغذی محیط کشت هستند که تغییر 
غلظت آن‌ها اثر زیادی بر روی تولید رنگدانه‌ها می‌گذارد. در جدول ۲ 
غلظت رنگدانه‌ها در غلظت‌های مختلف از نیترات و فسفات نشان داده 
شده است. بیش‌ترین میزان تولید کلروفیل ۵ و ط و کاروتنوئیدها در 
شرایط * نع ۱/۵ نیترات و * 617 ۰/۰۴ فسفات به‌ترتیب برابر ۰/۸۰ 
+ ۲۴/۵۸ ۰/۴۲ + ۱۲/۶۰ و 1 108 ۰/۲۱ + ۶/۷۵ بدست آمد. 


نوروزی مطلق و همکاران. افزایش تولید کاروتنوئیدهای ریزجلبک کلرلا با استفاده از تغیبر غلظت مواد مغذی و فیتوهورمون ۰ ۶۶۹ 


هنگامی که غلظت نیترات بسیار کم (1 .8 ۰/۰۴) است تغییر غلظت 
فسفات اثر معنا داری بر میزان تولید هیچ‌کدام از رنگدانه‌ها ندارد. با 
افزایش نیترات تا *817 ۰/۲۵ تغییر غلظت فسفات همچنان اثر 
معناداری بر روی کلروفیل 0 و کاروتنوئیدها ندارد و فقط میزان کلروفیل 
ه تحت تأثیر غلظت فسفات قرار دارد. به‌طوری‌که با افزایش غلظت 
فسفات از * با ع ۰/۰۱تا *817 ۰/۱۶ غلظت کلروفیل 2 حدود ۳۸/۹ 
کاهش می یابد. تغییر غلظت فسفات تنها در مواردی که غلظت 
نیترات بالا (2/1 ۱/۵) است باعث تغییر در غلظت کل رنگدانه‌ها می 
شود. در غلظت 1 ع ۱/۵ از نیترات» افزايش غلظت فسفات از * با 8 
غلظت فسفات (* 1 ع ۰/۱۶) تأثیری بر میزان رنگدانه‌ها ندارد. 
همان‌طور که از نتایج مشخص است. افزایش نیترات از 
۴ ۰/۰۴ تا */1ع ۱/۵ باعث افزايش تولید رنگدانه‌ها شد (بدون 
توجه به غلظت فسفات). پژوهش‌های گذشته نیز درستی این نتایج را 


تاییت ی کت کی تفوهات ی افزایفن کیرات از ضفر ها * ۲ رد ۷۲ 
باعث افزايش کلروفیل 2و و کاروتنوئیدهای 9076اهع 5ذیوء061ع] 
شد (2020 .۵1 6۶ 22711۳۳067). به‌طور مشابه در پژوهش دیگری 
افزایش نیترات از ۰ تا ]10۷ ۲۰ باعث افزایش شدید کلروفیل 1551671 
۵ شد (2020 ,.۸1 ۶1 76512). برعکس, کاهش نیترات 
باعث شد تا میزان کلروفیل :567606:77 از ۷/۷۱ به * 7ا0ط ۵ 
۹ و میزان کارتنوئیدها از ۱/۳ به * ا0ط هب ۰/۶۱ کاهش یابد 
(2014 ,.۸1 21 ۳۸۳۵۲۱۵). گرسنگی نیترات باعث کاهش کاروتنوئیدها 
و کلروفیل 107۳045 ۸۱/۲0065145 شد ۱ ,۷۵611 290 تصه[ 
1 در پژوهشی که در سال ۲۰۱۹ انحام شد. مشاهده شد که 
کاهش میزان نیترات و فسفات در محیط کشت 60/:/ .1 میزان تولید 
کلروفیل ۸,کلروفیل ‏ و فوکوزانتین را به شدت کاهش می‌دهد 
(2019 ,.۲ 6 ۳10202). افزایش غلظت فسفات باعث بالا رفتن تولید 
رنگدانه‌های 2017(161۳۵661۳75 ,.۵1 61 ودنآ و ز۵۲اعوع 2 
(2020 ,.۵1 61 ۲65/02) شد. 


جدول ۲- اثر غلظت نیترات و فسفات بر میزان تولید رنگدانه‌ها 
ماصم وا ۵ صمنا0 ۱۵ عط) دی صمتاهصمعصی ع)هقطصامومهای 20 ماه ۵ عع611 1۳6 -2 12۳016 


ساعصه دمتمصهامی . اه ۱ اایطمرممات . (آلفه و ااوطومملت .و // 
کاروتنوئیدها(گ۳) کلروفیل ظ (ع کلروفیل ۵ تب 7 1۱۸ 7 20 10۱8 
0.02-+131 0۳2۳ *10.-11- 2 0.01 004 1 
.+145 07-05 "2.56209 004 0004 2 
1.370.04 0.850.05۳ 2۳ 016 004 3 
2291-0۳ 2-23۴ .22 001 025 4 
۳۳۳ 2-6-04 7.06045 004 025 5 
22 1360 5 016 025 6 
5( 5.130.6 10-3 001 1.50 7 
۰+24" 1-2-4 72-4 004 1.50 8 
5 5.55 ۱۳۸ 2۱91098 016 1.50 9 


# نتایج با حروف یکسان تفاوت معنادار ندارند. 


امن لاصم‌تصونه امط مته ععتاعا مصقه ما طز تاناوم۲ ۲20 


برخلاف رشد. نه تنها تولید رنگدانه با افزايش بیش از حد نیترات 
کاهش نیافت, بلکه حداکثر میزان تولید رنگدان‌ها نیز مربوط به 
آزمایشاتی بود که میزان نیترات حداکثر بود. البته این مورد که غلظت 
بهینه نیترات برای رسیدن به حداکثر رشد و رنگدانه با یکدیگر برابر 
نیست در پژوهش‌های گذشته نیز تأیید شده است ( ,.01 67 >2021([ 
21 , .۵1 6 ۱۷]08/65-0002167 :2017). در پژوهشی» حداکثر 
غلظت زیست‌توده و کاروتنوئیدها 9010076 5او(:061: به‌ترتیب در 
غلظت 1 ۱۴۴ و نع ۷۲ از نیترات بدست آمد 
(2020 .۵ 6۲ ۰2211101۳060۲ برخی از محققان به اين مورد اشاره 
کردند که در شرایط ایجاد استرس مانند افزايش شدت نور دمای بالاه 
اگر چه رشد ریزجلبک کاهش می‌یابد اما تولید کاروتنوئیدها جهت حفظ 
ریزجلبک در مقابل شرایط استرسی, افزايش می‌یابد. 


آنالیز آماری نتایج 

آنالیز آماری نتایج براساس غلظت کاروتنوئیدها انجام شد. مقدار -۲ 
6 کم‌تر از ۰/۰۵ در جدول ۲ نشان می‌دهد که اثر فاکتورها و مدل 
برازش شده معنادار بوده و به‌طور اتفاقی پا به دلیل پارازیت‌ها و 
اختلالات نمی‌باشد. علاوه بر این» مقدار ضریب تعیین ۹۹/۶۸ 1 
نشان می دهد که مدل می‌تواند تقریبا" کل تغییرات را توضیح دهد. به 
منظور بررسی صحت داده‌ها و آنالیز واریانس از رسم منحنی‌های مقادیر 
باقی مانده استفاده شد. باقیمانده‌ها یک ابزار اضافی به‌منظور بررسی 
صحت نتایج هستند. شکل ۸-۲ نمودار احتمال نرمال باقیمانده‌ها برای 
غلظت کاروتنوئیدها را نشان می‌دهد. در این نمودار نقاط باقیمانده به 


۶۷۰ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


طور مطلوبی در مجاورت خط مستقیم قرار گرفته‌اند. این مجاورت ثابت 
می‌کند که خظاها به‌طور نرمال توزیع شده‌اند. همچنین خطاها دارای 
میانگین تقریباً برابر با صفر و ثابت هستند. شکل 13-7 منحنی 
تاقیبانتهها ثر تیب قر تیب ماکان را فتنارن يف عمانطیر که 
ملاحظه می‌شود در اين شکل الگوی خاصی مشاهده نمی‌شود. یعنی 
آزمایشات تماماً به‌طور تصادفی انجام شده‌اند که این خود دلیلی بر 
مستقل بودن خطاها است. در نتیحه دو پارامتر غلظت نیترات و غلظت 
فسفات نقش مهمی در میزان تولید رنگدانه‌ها (کاروتنوئیدها) داشتند. 


اثر فیتوهورمون بر رشد و غلظت کاروتنوئید 
بر حسب نتایج آزمایش‌هاء بیش‌ترین مقدار رشد در شرایط 
7 ۰/۲۵ نیترات و *1ع ۰/۰۴ فسفات بدست آمد. اما بیش‌ترین 


غلظت رنگدانه‌ها مربوط به شرایط *1 6 ۱/۵ نیترات و 8171 ۰/۰۴ 
فسفات بود. با توجه به اين که هدف افزایش غلظت رنگدانه بوده پس به 
محیط کشت حاوی * ن ع ۱/۵ نیترات و *1ع ۰/۰۴ فسفات» غلظطت 
های مختلف از فیتوهورمون افزوده شد و رشد و غلظت رنگدانه بررسی 
شد. نتایج نشان داد که فیتوهورمون اثر چشمگیری بر رشد ندارد (نتایج 
نشان داده نشد). اما همان‌طور که در شکل ۳ دیده می‌شود. افزودن 
7 ۲/۵ نفتالن استیک اسید به محیط کشت باعث افزایش ۲۰/۵ / 
در میزان کلروفیل 2 شد. غلظت کاروتنوئیدها با افزايش ۲۶/۷۱ درصدی 
از * با و ۰/۲۱ 1 ۶/۷۵ به * ن هط ۰/۱۵ + ۸/۴۹ رسید. افزودن 
فیتوهورمون آثر چشمگیری بر غلظت میزان کلروفیل 0 نداشت. به‌طور 
کلی غلظت‌های بسیار بالای نفتالن استیک اسید غلظت رنگدانه‌ها را 


افزایش نداد. 


جدول ۳- آنالیز آماری نتایج بر اساس غلظت کاروتنوئیدها 
براساس نتایج بدست آمده از نرم افزار اه)نصنا۷ مقدار 12-90 برابر ۹۹/۶۸ 4 بود. 


۵ ۶ ۱0اه هه م6 صه 0عقهه ف6لاوع۲ عط) ۵۶ ولووافصه 5250162 -3 ما20 1 
۰ هم 60۷2 ۷25 ۲۳2-0 0۶ مباه۲ مه رمبه ۵و حاه)تص۱۷ صم 0مصنج)هان نامع 6 جم ۳2960 


۳6 ۲-۲۷۵۱0۸۵6 5 ۸0 5 ز۸0 11۳ 90۰ 
مقدار-۳ مقدار-آ میانگین مجذورات مجموع مجذورات درجه آزادی منبحع 
۵061( 
0.000 231053 044 2-۰2-355<- 8 ۳ 
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0.000 62997 123178 5209913 4 ۱ 
خی 
۱۹ 
0.000 1213.5 2135690 1379. دا 2 فیتراث 
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0.000 15.79 092617 1-934 2 فرسفات 
00 72.19 ۳ 52 4 
1۳1۳01 
00202 001922 9 خطا 
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نرتیب ازملیدات 


شکل ۲- آنالیز باقی مانده‌ها. ۸) نمودار احتمال نرمال بر حسب باقیمانده‌ها. 8) منحنی باقیمانده‌ها بر حسب ترتیب آزمایشات 
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نفتالن استیک اسید (۲۳۲) 
(صوم) 2014 مناععه عصعامطاطمدز 


شکل ۳- اثر نفتالن استیک اسید بر غلظت رنگدانه‌ها 
براساس آزمون توکی, نتایج با حروف یکسان تفاوت معنادار ندارند. 


کاصعصعام که ممتاحطاصععوی عظ) ون 200 »2660 مصعماقططاموده که امعاله ۲۳۵ -3 ۲۱۵۰ 
.کمن باصه‌تکتصونه امط میج فععناماً مصصحو مط از کاتاوع1 مظ 1 


رش نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


در پژوهش‌های گذشته نیز مشاهده شد که 10۷ ۰/۱ ایندول 
استیک اسید و ۱7۷ ۱ نفتالن استیک اسید میزان کاروتنوئیدهای 
و۱ ۱/۵۳۵116) را به‌ترتیب ۱۰/۷۷ / و ۴۱/۵۳ ۸ افزایش دادند 
(2014 مععزظ هه ۳007۹6۵-102۵ همچنین 
کلروفیل 070/01701070 .) در حضور ایندول استیک اسید. کینتین و 
جیبرلیک اسید افزایش یافت (2019 ,.01 61 01006)). در پژوهشی که 
در سال ۲۰۲۰ انحام شد» مشاهده شد که جهت سنتز لوتئین در دو 


نتیجه گیری 

نیترات و فسفات از جمله مواد مغذی محیط کشت ریزجلبک‌ها 
هستند. افزايش این دو ماده مخصوصا" نیترات» باعث افزايش غلظت 
کاروتنوئیدهای ریزجلبک می‌شود. افزودن فیتوهورمون‌ها به محیط 
کشت سبب تحریک تولید رنگدانه ها از جمله کاروتنوئیدها می‌شود. لذا 
فیتوهورمون‌ها ترکیبات مناسبی برای افزايش تولید کاروتنوئیدها در 


ریزجلبک ‏ 0۴6۳16 ۱12519 
۵ افزودن متیل جاسمونات و سالیسیلیک اسید موّثرتر از 


افزایش غلظت نیترات و فسفات بودند (2020 ,.01 61 166) ۷). 


۷۱۹۹ و9 باعل 5 زد 
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